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摘要 : MEX Acyrthosiphon pisum 是 一 种 重要 的 刺 吸 式 害虫 , 其 分 泌 的 唾液 对 取 食 寄主 植物 和 传播 植物 病毒 有 重 
要 的 作用 。 为 了 探讨 蚜虫 唾液 重 日 的 功能 , 本 研究 克隆 了 在 豌豆 蚜 唾 液 腺 高 表达 的 一 个 未 知 功能 的 重 日 家 族 , 该 
家 族 包 括 13 个 基因 , 编码 14 种 和 蛋白, 其 中 4 个 基因 在 唾液 腮 高 表达 。 这 个 家 族 是 蚜 忠 特有 的 重 晶 家族 , ERF 
MAR, 有 14 个 半 胱 氨 酸 高 度 保守 , 其 中 6 TE ARTEN 3 个 保守 的 CXXC 结构 域 。 通 过 与 基因 组 比 对 , 发 现 
这 个 家 族 的 基因 没有 内 含 子 , 分 布 在 基因 组 的 9 个 scaffold 上 。 用 半 定 量 逆转 录 PCR RN TAARE EEA 
同 发 育 阶段 的 表达 , 结果 显示 这 个 家 族 没 有 发 育 阶段 特异 性 。 推 测 这 个 家 族 的 表达 可 能 具有 组 织 特异 性 ， 有 氧化 
还 原 酶 或 DNA 甲 基 化 酶 的 功能 。 
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Cloning and expression profiling of a saliva protein family at different 
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Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China; 4. Institute of Medicinal Plant 
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Abstract: The pea aphid, Acyrthosiphon pisum, is an important piercing-sucking pest. The secreted 
saliva plays roles in feeding host plants and virus transmission. In order to explore the function of saliva 
proteins, we cloned an unknown protein family that is highly expressed in salivary glands of the pea 
aphid. The family consists of 13 genes, which encode 14 proteins, and four of them are highly expressed 
in salivary glands. The family is unique to aphids and enriched in cysteine. Fourteen cysteines are 
conserved , 6 of which form three CXXC domains. Genes of this family have no introns and are distributed 
in 9 scaffolds of the aphid genome. Semi-quantitative reverse transcription PCR showed that there was no 
stage-specific expression for this family. We speculate that the expression of this family may be tissue- 
specific and this protein family probably has the functions of oxidoreductases or DNA methyltransferases. 
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近年 来 , 在 植 食 昆 虫 与 植物 互 作 的 两 级 关系 Hone BE n] UA ASA BRA DL, XS 
中 ,人 们 开始 越 来 越 多 地 关注 植 食 昆虫 唾液 所 起 的 。” 传播 植物 病毒 和 谤 导 植 物 病理 反应 有 关 , 更 是 极 大 
TERI Ot 3659 ,2006) , 特别 是 刺 吸 式 昆虫 , 由 于 ”地 激发 了 人 们 的 研究 热情 。 刺 吸 式 昆虫 在 不 同 的 发 
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育 历 期 中 , 其 唾液 成 分 也 会 发 生 改变 来 满足 不 同龄 
期 的 适应 需要 ， WE jma tA Eurygaster integriceps 1 
龄 右 虫 并 不 取 食 , J SB EY PLEA A BE 
酶 ， 当 忠 龄 增长 、 取 食 增多 时 ,其 唾液 中 的 泻 粉 酶 
活性 也 逐渐 增强 (Kazzazi et al., 2005), XXX H 
ARE WL Mayetiola destructor (Say) 在 发 育 早期 唾液 中 
有 多 种 分 泌 恒 日 ， 而 这 个 阶段 恰恰 决定 了 黑 条 瘘 蚊 
是 否 能 在 植物 上 存活 , Hun] LA Ae DIE EA A 
了 唾液 中 丰富 的 重 日 组 分 来 应 对 植物 的 抗 性 反应 
(Chen et al., 2004; BEE, 2006) 。 迄 今 的 研究 
表明 , 刺 吸 式 昆 虫 会 根据 不 同 的 寄主 植物 和 不 同 的 
生理 需要 , 通过 唾液 组 分 的 改变 , 来 达到 取 食 和 发 
育 的 目的 ( 严 盘 等 , 2008 ) 。 

Bi GI Acyrthosiphon pisum (UH: HF BL) 是 
一 种 重要 的 农业 害虫 , AAR. Min, AU, 
Ble, HABE, USA OBEY, 常 以 大 忠和 

BREMER AE RANA ARE PEE. FENSTER, 
影响 生长 发 育 和 观赏 。 男 外 ,豌豆 蚜 还 可 以 传播 多 
种 植物 病毒 , 对 农业 生产 造成 重大 损失 。 目 前 , Wü 
豆 蚜 作 为 模式 蚜虫 其 基因 组 测序 已 完成 (The 
International Aphid Genomics Consortium, 2010), tE 
构建 了 唾液 腺 的 EST OCRE AE A Ia 2H (Carolan et 
al., 2011), WOE ES EE. HE SAR 
作 的 分 子 机 理 葛 定 了 基础 。 

FEE AUR EST 文库 中 有 4 个 高 表达 的 
基因 (Carolan et al., 2011) ,其 编码 的 蛋白 功能 未 
Al, 相似 的 序列 特征 表明 它们 属于 一 个 家 族 。 通 过 
搜索 基因 组 , 我 们 发 现 了 这 个 家 族 男 外 9 个 成 员 。 
本 研究 从 中 国 的 一 个 青豆 蚜 种 群 克 隆 了 这 个 家 族 的 
各 个 成 员 , 分 析 了 其 序列 特征 和 进化 关系 , 利用 半 定 
量 首 转录 聚合 酶 链 式 反应 (semi-quantitative reverse 
transcription and polymerase chain reaction, Semi-QRT- 
PCR) 技术 检测 各 个 成 员 在 蚜虫 不 同 发 育 阶段 的 表 
达 ,初步 探讨 这 个 重 日 家 族 可 能 的 生物 学 功能 , 为 
将 来 探讨 该 家 族 在 蚜虫 与 植物 互 作 、 蚜 虫 与 病毒 互 
作 中 发 挥 的 作用 提供 线索 。 

1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 

MEA. pisum K H zx Bj BAW Hie Pisum 
sativum, FE BE A TARA Cil E21 41°C, RH 
60% +5% ,， 光 周期 16L: 8D) ASE rh AE (40 cm x 40 
cm X40 em) AH E Vicia faba il. BUC—3E iè 


REM, HIEREN, RRAHR, 
AER. KA AE Ber A 23%C 下 
分 别 饲养 1, 2, 4, 6 和 8 d, 获得 1, 2, 3 和 4 龄 的 
HARRA EES, 2006)。 每 个 龄 期 的 蚜虫 取 
约 10 mg 为 一 组 , 每 个 龄 期 取 5 组 作为 生物 重复 ， 
置 于 冻 存 管 -80Y 保存 。 

实验 所 用 试剂 为 RNeasy9 Mini 试剂 盒 (Qiagen 
公司 ) Promega 反 转 录 试 剂 例 ,EZNA Gel Extration 
Kit 试剂 盒 (Axygen A H] ) , pGEM-T easy Vector 
(Promega 公司 ) , KT Escherichia coli DH 5a 
fa EA (Tiangen 公司 ) 。 

1.2 ¿RNA 的 提取 与 cDNA 第 一 链 的 合成 

用 RNeasy® Mini ist) f BERN BEZ 4% B 303 3 
RNA: 取 -80% 保存 的 各 龄 期 蚜虫 置 2 mL RNase- 
free ^E rp; 在 通风 橱 中 加 600 uL R fi Yk ( Buffer 
RLT) 和 6 uL B- LEWE; 剧烈 震荡 , AE 
5 min; 常温 下 13 000 r/min 离心 5 min; 其 他 操作 
步骤 参照 试剂 盒 提供 的 标准 程序 。 电 泳 检测 有 无 降 
解 ,马上 进行 下 一 步 。 

反 转 录 前 DNase 处 理 : 加 入 下 列 试剂 : RNA 30 
pL, 10 x Buffer 5 uL, DNase 1 uL, Nuclease-free 
water 14 uL, EEES, TE 377C Eg 20 ~30 min, 
癌 体 系 中 加 入 5 uL DNase Inactive Reagent, (217% 
匀 后 (2 ~3 1X) , 在 室温 下 孵育 2 min; 10 000 g 离 
DS min, 将 上 清 吸 到 另 一 RNase-free 管 中 备 用 。 
分 光 光 度 计 下 测量 其 浓度 , 以便 在 反 转 录 的 过 程 中 
进行 定量 。 

cDNA 第 一 链 的 合成 : 取 1 pg RNA 进行 反 转 
录 合成 第 一 链 cDNA, 实验 步骤 参照 Promega 反 转 
REN WHE o 
1.3 基因 克隆 及 测序 

根据 青豆 是 基 因 组 信息 , 在 基因 家 族 各 个 成 员 
的 UTR 区 或 ORF 区 设计 PCR 引物 ( 表 1), 从 cDNA 
文库 中 特异 性 扩 增 各 个 成 员 。 引 物 由 上 海 生 工 生物 
工程 技术 有 限 公 司 合成 。PCR 体系 为 : 50 pL 反应 
体系 中 含有 10 x LA PCR Buffer (with Mg^*) 8 pL, 
dNTP (2.5 mmol/L) 5 uL, 引物 (10 mmol/L) 404% 
1.2 所 述 合成 的 cDNA & 1 pL, LA Taq DNA 聚合 
酶 (5 U/uL) 0.5 uL, 去 离子 水 33.5 ML。 反应 条 
件 为 : 94% 预 变性 5 min, 然后 94% 变性 30 s, 55 
BY 56°C 1B K 30 s, 72°C RE 40 s~1 min, 共 35 个 
循环 , 最 后 72% 延伸 5 min, 


12 期 jk RF: LEE EA UREA A EIA 1447 


表 1 基因 PCR 扩 增 引物 和 产物 信息 
Table 1 Primers and products of PCR amplification 


引物 序列 ( 5 3") 


Primer sequence 


F; AATCACAGCAATAATACACATAC 

R; ATAATTTGCATACCACTGTCAC 人 
F: GGTTAGTCAATCAGCTCCGT 

R; TAATTTGCGTACCACTACCAC 819 
F: GAGTCAGTCAATCAGCTCCG 

R: AACTGATCCCAGCCACTATC 352 
F: GAGTCAGTCAATCAGCTCCG 314 
R: CCTTCGTGCATTCGTTGTC 

F; ACATATATATAAATCCAGTCGAC 

R: TCGGAAGGGCATACCACTGC 731 
F: TTGTACGGATCCGACGAAGA 

R: ATTATAATCTCACGGCGGATG 176 
F: GCGATCTACTGAAGAGCAGT 

R: CAAATATGGTACACGTAGTCCA 520 
F: CCACCGAGAAGCAGCAGTIT 

R: TGCACATTTTCAACGCGTCC 350 
F: CTGCAAGCGAACGACCAAGC 

R: TAGTCTACCTACCACTGCTG > 
F; GTACTGCATATTATTATAGGTAAG 

R: AAACGGTGAACGTGCTGGC 434 
F: ATCGACTTCGACACTGCAAG 

R: GTGCTGGCTGGCACCGTAC >” 
F: GCTCGCATTGTCATATTGGTT 

R; GAGGGTCGTACCTGGTTTCG 225 
F: CCACGACCACGTGGTTACGT 

R: GTACGGAGCTTACTTGCTCC 568 
F: TCATTCACGGAACAACTTCG 

R; TATACCTAATCTCACAACGGC 381 
F: TCGTTACCCTCGGAAAGTC 

R: GTTGGCATAAGGTGGTTGT 108 


ORF: 开放 阅读 框 Open reading frame. 
Acyrthosiphon pisum. 


PCR 产物 经 胶 回 收 和 纯化 后 (EZNA Gel 
Extraction Kit 试剂 盒 )， 连 接 到 pGEM-T easy 
Vector, 并 转化 至 大 肠 杆 菌 DHSa BEI. AKA 
斑 衔 选 后 的 阳性 克隆 送 北京 六 合 华 大 基因 科技 股份 
有 限 公 司 测 序 , 每 个 基因 至 少 送 3 个 克隆 测序 。 

1.4 Semi-ORT-PCR 反应 体系 与 条 件 

在 0.25 mL EP 管 中 , 依次 加 入 下 列 组 分 : 10 x 
LA PCR Buffer( with Mg** ) 5 pL, dNTP(2.5 mmol/ 
L) 4 pL, 上游 引物 (10 mmol/L) 1 uL, PF 1if 5| 27 
(10 mmol/L) 1 uL, cDNA 1 uL, LA Taq DNA RE 


产物 大 小 (bp) 


Product size 


ORF 长 度 (bp) 产物 CenBank 登录 号 
ORF length GenBank accession number of product 

399 XP_003244694 
399 XP_003243676 
387 * BAH 70645 
321 * NP_001156276 
384 XP_003240468 
393 * XP_003244691 
390 JNO92371 
393 * XP_003242394 
393 XP_003244696 
390 JN092373 
372 JNO92374 
186 * JN092375 
354 JN092372 
384* XP. 003242391 
408 NM. 001126221 (127) 


* Egi tz S8 AED 2H EOS] 3 13 se EIN 2T ACD] IEE Complete open reading frame according to the genome of 


酶 (5 U/uL) 0.2 uL, 补足 去 离子 水 至 50 uL, 163) 
短暂 离心 。 

目标 基因 反应 条 件 为 94Y 预 变 性 5 min; 然后 
94°C 变性 30 s, 55/56 CHE 30 s, 72°C RIETI 1 min, 
FE 35 个 循环 ;最 后 72Y 再 延伸 5 min, 

内 标 基 因 127 反应 条 件 仅 5$Y 退火 30 s, 共 29 
个 循环 , 其 余 同 上 。 

PCR 产物 用 1% 或 2% (AE 400 bp 的 产物 ) 的 
De Aa Bar SE ASS FB, DKM, HE SEC BM RAR SF LE SF 
拍照 。 
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XP_003243676 








JN092373 


XP_003240468 JN092371 


1 2 3 4 5 


JN092374 


NP_001156276 JN092372 







JN092375 XP_003244696 


XP_003244691 


XP_00324239 Ld L27 
图 4 EE RT-PCR 检测 未 知 功能 家 族 13 个 成 员 在 
HERA A EE EZRA 


Fig. 4 Expression of 13 genes of the unknown family in 


XP_003242391 


ll! 


Acyrthosiphon pisum at different developmental stages 
detected by Semi-QRT-PCR 


1-5: 分 别 为 1 -4 RARA 1st to 4th instar nymphs and adult, 
respectively; 127: 内 参 基因 Inner control. 


XP_003244694 
1 2 3 4 5 





El 


图 5 半 和 定量 RT-PCR 检测 XP_003244694 FE 
Bi xz BLAN TAC TECH AA 
Fig. 5 Expression of XP. 003244694 in Acyrthosiphon pisum at 
different developmental stages detected by semi-QRT-PCR 


1-5: 分 别 为 1 -4 RAMA 1st to 4th instar nymphs and adult, 
respectively; A — E: 5 个 生物 学 重复 Five biological replicates; L27: 内 
人 参 基 因 Inner control. 


害 农作物 的 一 类 主要 害虫 , 刺 吸 式 害 虫 的 防治 一 直 
是 农业 领域 的 研究 热点 和 难点 , 对 其 唾液 成 分 的 鉴 
定 及 功能 研究 , 可 为 防治 刺 吸 式 害虫 提 供 新 的 思路 
和 方法 ,如 通过 干 执 唾 液 腺 重要 和 蛋 日 的 表达 来 抑制 
蚜虫 的 取 食 或 传 毒 。 

JU TE BAUR EC MAR, A 14 TEMA 
酸 非 常 保 守 ， 有 可 能 在 分 子 内 或 分 子 间 形 成 二 硫 
E, MAU AAMAS RAKE. MPAA 15 
个 半 胱 氨 酸 的 成 员 , 通过 分 子 间 二 硫 键 形成 多 聚 体 
的 可 能 性 非常 大 , 因此 这 个 家 族 可 能 存在 多 种 分 子 
ES. Ab, A6 个 半 胱 氨 酸 形成 3 个 保守 的 
CXXC 结构 域 , 这 个 结构 域 是 琉 基 氧化 还 原 酶 的 活 


性 区 ( Chivers et al., 1997), 也 是 DNA JE iz ng HE 
化 酶 结合 未 甲 基 化 的 CpG 的 结构 域 ( Pradhan et al., 
2008), 由 此 推测 这 个 家 族 可 能 具有 氧化 还 原 酶 或 
DNA 甲 基 化 酶 的 功能 。 

这 个 重 日 家 族 的 进化 方式 多 种 多 样 。 除 了 含有 
不 同 数 目的 半 胱 筑 酸 改变 分 子 形态 , 还 可 通过 可 变 
EDESA AEREA, 通过 提前 终止 翻译 使 
恒 日 长 度 大 大 缩短 可 能 导致 功能 丧失 , 通过 信号 上 肽 
的 改变 影响 蛋 日 在 蚜 忠 体内 的 定位 , 这 些 进化 的 多 
样 性 都 有 可 能 使 这 个 重 白 家 族 发 挥 多 种 生物 学 功 
能 , 参与 蚜虫 多 种 生命 现象 的 调控 。 每 个 成 员 担负 
的 生理 功能 需要 进一步 研究 。 

用 Semi-QRT-PCR 研究 发 现 这 个 家 族 在 蚜虫 整 
个 生命 周期 都 有 表达 , 没有 发 育 阶段 特异 性 , 而 在 唾 
液 腺 EST 库 检 测 到 的 几 个 成 员 在 进化 分 析 中 聚 在 一 
E, 表明 它们 的 进化 关系 很 近 。 由 此 推测 , 这 个 家 族 
可 能 在 蚜 忠 不 同 组 织 间 有 差异 表达 , 或 具有 组 织 特 
异性 。 另 外 ,唾液 腺 表达 的 基因 XP. 003244694 在 不 
同 发 育 阶 段 的 表达 不 稳定 , 可 能 有 其 他 因素 影响 它 
的 表达 , 需要 实验 进一步 验证 。Semi-QRT-PCR 是 
近年 来 常用 的 一 种 灵敏 、 简 捷 及 特异 性 高 的 基因 表 
达 水 平 的 检测 方法 ( Cottrez et al., 1994; REESE, 
2006) , 为 避免 RNA 提取 、 加 样 、 测 定 、cDNA 合成 
及 PCR 反应 过 程 中 的 茶 些 系统 误差 和 人 为 误差 ， 
用 Semi-QRT-PCR 分 析 基 因 mRNA 相对 表达 水 平时 
必须 要 有 对 照 即 内 参 ( Udvardi et al., 2008), HT 
用 Semi-QRT-PCR 法 分 析 基 因 表 达 水 平 的 影响 因素 
较 多 (Freeman et al., 1999; Marone et al., 2001) , 所 
以 这 个 方法 只 能 粗略 地 反映 基因 表达 的 相对 变化 ， 
奋 要 精确 地 计算 基因 的 表达 量 还 需 利 用 实时 火光 
PCR 等 技术 。 
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